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(57) Resumo: USO DE UM INIBIDOR DE QUINASE PARA O
TRATAMENTO DE TUMORES RESISTENTES PARTICULARES A
presente invengdo prové compostos de baixo peso molecular,
nomeadamente, tetrahidropirrol [3, 4-c] pirazoles, mostrando alta
afinidade para uma sitio ATP da tirosinoquinase ABL. Estes compostos
sdo, por conseguinte, inibidores de tirosinoquinase competitivos ATP
que também exibem uma poténcia inibidora significativa, e em
particular, para o inibidor resistente aos mutantes de BCR- ABL da
ABL T3151. Os compostos da invengdo encontram aplicagdo no
tratamento das doengas mediadas ABL inibidor resistente BCR-ABL,
tal como leucemia mielogenosa crénica resistente a Imatinibe. Além
disso, a invengdo prové um método de rastreamento para a
identificacdo de compostos capazes de ligar o sitio ATP de uma
proteina de quinase, particularmente da quinase ABL do mutante
T3151.
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USO DE UM INIBIDOR DE QUINASE PARA O TRATAMENTO DE
TUMORES RESISTENTES PARTICULARES

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengcdo se relaciona ao tratamento de
doencas mediadas pela ABL transformadas através do uso de
pequenas moléculas inibidoras de quinase competitivas ATP.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A leucemia mielogenosa crénica (CML) é uma desordem
hematolégica que constitui cerca de 15% das leucemias em
adultos, ¢é definida pela expansdo-maligna da linhagem
mieldide. O triunfo genético do CML é uma translocagao
reciproca entre os cromossomos 9 e 22 resultando no entao
chamado cromossomo Filadélfia (Ph). A conseqliéncia desta
troca molecular inter-cromosomica é a criacdo do gene
quimérico BCR-ABL, que codifica um ©polipeptidio da
tirosinoquinase onde o dominio da tirosinoquinase é
consecutivamente ativado. A expressdo desta proteina de
fusdo mostrou ser necessdria e suficiente para o fendtipo
transformado das células CML (FADERL, S, et. Al. The
Biology of chronic myeloid leukemia. New England of
Medicine. 1999, wvol.341, no.3, p.l164-172. SAWYERS, C.
Chronic myeloid Leukemia. New England of Medicine. 1999,
vol.340, no.1l7, p.1330?1340.) Além do CML, Atividade
quinase ABL desregulada que é o resultado da translocacédo

do cromosoma Ph é também detectada em até 20% dos paciente
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adultos com leucemia linfoblastica (ALL) os pacientes
(OTTMANN, O.G., et al. A phase 2 study of imatinib in
patients with relapsed or refractory Philadelphia
chromosome-positive acute lymphoid leukemias. Blood. 2002,
vol.100, no.6, p.1965-1971.)

Transducdes do sinal ABL dos receptores de superficie
célular do fator de crescimento e receptores de adesao
regulam a estrutura citoesquelética. Véarias proteinas de
sinalizacdo para interagir com ABL que ativa uma gama de
caminhos sinalizadores foram mostradas. Entao, a inibicéo
da ABL constitui uma nova aproximagdo para melhorar a
terapia para os pacientes com CML.

A descoberta de que BCR-ABL ¢ requerida para a
patogénese da CML, e que a atividade da tirosinoquinase da
ABL é essencial para a transformagéo mediada por BCR-ABL,
feita para a quinase ABL tem um alvo atraente para a
intervencdo  terapéutica. Imatinibe (Gleevec®, também
conhecido como STI571, EP 564409 A) é um inibidor ATP-
competitivo de BCR-ABL que potencialmente inibe a atividade
da tirosinoquinase. A alta seletividade e eficacia da
Imatinibe sdo devidas a sua habilidade em ligar e bloquear
BCR-ABL em uma conformacdo cataliticamente ativa da enzima.
Estudos c¢linicos e pré-clinicos demonstraram uma notéavel
eficdcia e alta tolerédncia de Imatinibe que é neste momento

o tratamento de primeira linha para todos os pacientes de
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CML diagnosticados (DEININGER, M, et al. The development of
imatinib as a therapeutic agent for chronic myeloid
leukemia. Blood. 2005, wvol. 105, no.7, p.2640-2653.)
Entretanto, a imatinibe é altamente efetiva na fase inicial
da doenca, considerando que os pacientes na fase acelerada
e blastica da CML, bem como aqueles com Ph+ ALL, que
freqiientemente desenvolvem resisténcia a imatinibe (DRUKER,
B.J., et al. Activity of a specific inhibitor of the BCR-
ABL tirosina kinase in the blast crisis of chronic myeloid
leukemia and acute lymphoblastic leukemia with the
Philadelphia chromosome. New England Journal of Mediciﬁe.
2001, vol.344, no.l4, p.1038-1042. SAWYERS, C.L., et al.
Imatinibe induces hematologic and cytogenetic responses in
patients with chronic myelogenous leukemia in myeloid blast
crisis: results of a phase Il study. Blood. 2002, vo0l.99,
no.10, p.3530-3539.)

Um mecanismo principal para a resisténcia a imatinibe
é a. evolucdo dos clones que adquirirem pontos de mutacgdes
dentro do dominio catalistico da tirosinoquinase BCR-ABL e
diminuem ou evitam diretamente a interacdo com o inibidor.

Enquanto a maioria deles induz mudancas estruturais
que previnem o dominio da quinase ABL para adotar a
conformagdo inativa fechada requerida para a 1ligacdo da
Imatinibe (SHAH, N.P., et al. Mechanisms of resistance to

STI571 in Philadelphia chromosome-associated leukemias.
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Oncogene. 2003, vol.22, no.47, p.7389-7395.), algumas
mutacdes, como a Treonina 315 para substituicdo de
Isoleucina (a seguir chamado T315I), interfere diretamente
com a interacdo da Imatinibe ao Sitio de Ligag¢do de ATP.

A compreensdo da base molecular da resisténcia de
Imatinibe estimulou a procura de novos inibidores de BCR-
ABL que sejam eficazes contra doencas mediadas ABL
resistentes a imitinib clinicamente observadas. Uma
variedade de segunda geracdo do inibidor competitivo do ATP
de | BCR-ARL, como AMN 107 (WEISBERG, E, et al.
Characterization of AMN 107, a selective inhibitor of
native and mutant Bcr-Abl. Cancer Cell. 2005, vol.7, p.129-
141.) e BMS-354825 (também conhecido como Desatinibe)
(SHAH, N.P., et al. Overriding imatinibe resistance with a
novel ABL kinase inhibitor. Science. 2004, vo0l.305,
no.5682, p.399-401.), foi desenvolvido e estudado sob
prévias avaliagdes clinicas. Estes compostos sdo ativos
contra a maioria dos mutantes ABL resistentes a Imatinibe,
mas nenhum deles é ativo contra o mutante T315I que é a
segunda muta¢dao que ocorre com mais freqliéncia em pacientes
resistentes a Imatinibe (O'HARE, T, et al. In vitro
activity of Bcr-Abl inhibitors AMN 107 and BMS-354825
against clinically relevant imatinibe-resistant AbI kinase
domain mutants. Cancer Research. 2005, vol.65, no.ll,

p.4500-4505) .
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Pode ser concluido que é particularmente dificil
inibir a mutacdo do ABL T315I com um composto competitivo
ATP. De fato, até muito recentemente o unico inibidor que
foi relatado para também ser ativo contra o mutante T315I,
foi o ON12380 que realmente ¢é um inibidor substrato
competitivo (i.e. um ATP n&o competitivo) (GUMIREDDY, K.,
et al. A non-ATP- competitive inhibitor of BCR-ABL
overrides imatinibe resistance. Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 2005, vol.102, no.6, p.1992-1997.).

Recentemente, duas moléculas ATP-competitivas, VX-680
(HARRINGTON, E.A., et al. VX-680, a potent and selective
small-molecule inhibitor of the Aurora kinases, suppresses
tumor growth in vivo. Nature Medicine. 2004, vol. 10, no.3,
p.262-267.) e BIRB-796 (PARGELLIS, C , et al. Inhibition of
p38 MAP kinase by utilizing a novel allosteric binding
site. Nat. Struct. Biol.. 2002, vol.9, no.4, p.268-272.)
foi»relatado ser capaz de ligar in vitro ao T315I mutado do
dominio da tirosinoquinase da ABL com baixa nanomolaridade
Kd, mas mostrou uma baixa poténcia para inibicdo do T315I
em células BCR-ABL (CARTER, T.A., et al. Inhibition of
drug-resistant mutants of ABL, KIT, and EGF receptor
kinases.. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.. 2005, vol.102,
no.31 , p.1 101 1- 11016).

No momento, ndo had nenhum tratamento efetivo visando

a quinase para pacientes afetados por doencas mediadas pela
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ABL resistente ao inibidor BCR-ABL T315I, que seja
calculado para constituir 20% de todos os pacientes que
recaem apds o tratamento de Imatinibe e & esperado que seja
selecionado para o tratamento com as préximas geragdes de
inibidores mencionados acima. Isto representa uma
necessidade médica para novos inibidores competitivos ATP
potentes do mutante BCR-ABL T315I ndo disponiveis. A
presente invencgdo focaliza este problema.
RESUMO DA INVENCAO

A invencdo prové compostos de baixo peso molecular
exibindo uma alta afinidade para o sitio ATP da
tirosinoquinase ABL. Estes compostos sdo assim inibidores
competitivos da tirosinoquinase ATP que exibem uma poténcia
inibidora significativa para BCR-ABL T315I resistente ao
inibidor mutantes da ABL, em particular para os mutantes
ABL T315I resistentes a Imatinibe. A inibicdo da atividade
da tirosinoquinase resulta no bloqueio da sinalizagao da
cascata mediada por ABL e o mutante T315I.

Os compostos da presente invengdo gque mostram a
atividade desejada sdo tetrahidropirrol(3,4-c]l-pirazoles
projetados para ser um alvo do sitio ATP das proteinas
quinases. Os compostos desta classe quimica revelaram ser
potentes inibidores competitivos da ATP da aurora gquinase
(FANCELLI, D., et al. Potent and selective Aurora

inhibitors identified by the expansion of a novel scaffold



10

15

20

25

for protein kinase inhibition. Journal of Medicinal
Chemistry. 2005, vol.48, no.8, p.3080-3084. PCT /WO
2005005427). Inesperadamente, os compostos com © mesmo
suporte quimico foram encontrados para exibir uma poténcia
inibitéria significativa para ABL e em particular eles
podem também inibir in vitro a forma mutante T315I
resistente ao inibidor BCR-ABL da ABL.

Devido a atividade Dbioldégica, os compostos da
invencdo oferecem um novo caminho para o desenvolvimento de
um tratamento para a populacdo de paciente que sofrem de
doernicas mediadas de ABL resistente a Imatinibe.

A invengdo também  prové um ensaio para a
identificacdo de compostos adicionais que ligam o sitio ATP
de uma proteina quinase alvo, em particular a
tirosinoquinase ABL. Este ensaio mostra a habilidade para
detectar o resultado da ligagdo ao sitio ATP alvo e ¢é
conduzido em condig¢des quantitativas de modo que a
afinidade de ligacdo de um composto para o sitio ATP pode
ser determinada.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Em um primeiro aspecto, a presente invengcdo se
relaciona a um método para inibir uma atividade
tirosinoquinase resistente ao inibidor BCR-ABL
compreendendo contatar um polipeptidio de tirosinoquinase

resistente ao inibidor BCR-ABL com uma quantidade efetiva



do composto de foéormula (I).

em que R é hidrogénio ou metil,
5 R; é hidréxi ou um grupo alcdxi ou alquil C;-C3 linear
ou ramificado,

R, € um hidrogénio ou atomo de halogénio,

X é um grupo divalente selecionado de metileno

(-CH,-) ou fluormetileno (-CHF-), ou um heterodtomo ou
10 grupo heterocatdmico selecionados de oxigénio (-0-) ou
nitrogénio (-NR’-) onde R’ é um &tomo de hidrogénio, um

grupo alquil Cl1-C4 1linear ou ramificado ou um grupo
cicioalquil C3-C6, ou um sal farmaceuticamente aceitéavel
deste.

15 Os compostos de férmula (I) da invengdo tém atomos de
carbono assimétricos e podem, portanto, existir como
isbmeros Opticos individuais, como misturas racémicas ou
como qualquer outra mistura que inclui uma maioria de um
dos dois isdmeros Optico que sdo pretendidos como dentro do

20 escopo da presente invencdo.
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Em casos quando os compostos possam existir em formas
tautoméricas, cada forma é contemplada como sendo incluido
dentro desta invencdo se existir em equilibrio ou
predominantemente em uma forma.

Como tal, a menos que seja informadoo, quando somente
uma das formas tautoméricas seguintes da férmula (Ia) ou
(Ib) é 1indicada, o restante ainda ¢é pretendido como

incluido dentro do escopo da invengao:

Na presente descricdo, a menos que especificado
contrdrio, com o termo alquil C;-C3 ou C;-C4 linear ou
ramificado, pretendemos qualquer dos grupos tais como, por
exemplo, metil, etil, n-propil, isopropil, n-butil,
isobutil, tert-butil e sec-butil.

Com o termo alquoxi\ Ci1-C3 linear ou ramificado,
pretendemos quaisquer dos grupos tais como, por exemplo,
metdxi, etdxi, n-propoxi e isopropoxi.

Com o &tomo de halogénio nébés pretendemos um fluor,
cloro, bromo ou atomo de iodo.

Com o termo cicloalquil C;-C4, pretendemos qualquer
grupo como ciclopropil, ciclobutil, ciclopentil e

ciclohexil.
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Claramente, dependendo da natureza do grupo X, este
mesmo heterociclico que é ligado a porgédo do fenileno dos
compostos de férmula (I) pode representar um piperidino, 4-
fluoropiperidino, piperazino, 4-alquil-piperazino, 4-
cicloalquil-piperazino ou anel morfolino.

Os compostos da fdérmula (I) sdo descritos e
reivindicado no pedido de patente internacional
W02005/005427 e pode ser preparado de acordo com O pProcesso
aqui revelado.

O método da presente invengdo pode ser executado in
vitro ou 1in vivo. Um polipeptidio de tirosinogquinase
completo pode ser usado; alternativamente, uma porgdo do
fragmento, ou analdégo deste pode ser utilizado.

Mais particularmente, a atividade. inibidora dos
compostos selecionados da inveng¢do ¢é determinada pelo
ensaio gel-quinase. O ensaio consiste na transferéncia da
radioatividade da porcdo do fosfato etiquetada pela gquinase
da ABL para um substrato, na presengca do composto teste.
Uma vez terminada a reagdo, a mistura de reacdo é carregada
em um gel de poliacrilamida e sinal de radioatividade ¢é
detectado. Este ensaio de inibicdo é melhor ilustrado nos
exemplos.

Adicionalmente, a atividade inibidora do compostos
selecionados da invencdo ¢é determinada em sistemas

celulares. As células satisfatérias sdo aquelas nas quais a



10

15

20

25

11

translocacdo cromosomica BCR-ABL ocorreu naturalmente, como
células de leucemia humanas K-562 e células transfectadas
com um recombinante construido levando o gene mutante ABL
T315I. As células sdo tratadas com os compostos da invencgdo
e atividade inibidora é detectada através de immunoblotting
como ilustrado nos exemplos.

Em uma modalidade preferida da invencgao, o}
polipeptidio inibidor resistente a tirosinoquinase BCR-ABL
é um mutante T315I da tirosinoquinase ABL.

Em uma modalidade mais preferida da invengdo, o
inibidor de BCR-ABL é Imatinibe.

Em um segundo aspecto, a presente invengao se
relaciona a um método para tratar uma doenca mediada ABL
T315I resistente ao inibidor BCR-ABL que compreende
administrar a um mamifero na necessidade de uma quantidade
efetiva do composto de acordo com férmula (I) como definido
acima.

Dentro da extensdo do método do tratamento
reivindicado na presente invencdo estd o uso de todos os
poséiveis isdmeros e suas misturas e de ambos os
metabdlitos e o bioprecursores farmaceuticamente aceitdveis
(de outro modo chamado de pré-droga) dos compostos de
férmula (I). Pré~drogas sdo quaisquer compostos
covalentemente ligados, que liberam a droga ativa parente

de acordo com férmula (I), in vivo.
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Os dois métodos acima sdo preferivelmente realizados
com um composto da férmula (I)

em que R é hidrogénio, R; é metdéxi, R, € hidrogénio e
X é metileno (-CH;-) ou ¢é um heteroatomo ou grupo
heteroatdmico selecionados de oxigénio (-0-) ou nitrogénio
(-NR-) em que R’ é um &tomo de hidrogénio, ou um grupo
alquil selecionado de metil, etil, isopropil, ciclopropil
ou tert-butil.

Mais preferivelmente, os compostos sdo selecionados
do grupo que consiste de:

N-{5-[(2R)-2-metdéxi-2-feniletanoill-1,4,5, 6-
tetrahidro pirrol([3,4-c]pirazol-3-il}-4-(4-metilpiperazin-
1-il) benzamida;

N-{5-[ (2R) -2-metdxi~-2-feniletanoil]-1,4,5, 6-
tetrahidro pirrol([3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-etilpiperazin-1-
il) benzamida;

N-{5-[ (2R) ~2-metd6xi-2-feniletanoil]-1,4,5,6-
tetrahidro pirrol[3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-
isopropilpiperazin-1-il) benzamida;

N-{5-[ (2R) -2-metdxi-2-feniletanoil]-1,4,5, 6~
tetrahidro pirrol[3,4-c]lpirazol-3-il}-4-(4-
ciclopropilpiperazin-1-il) benzamida;

N-{5-[ (2R) -2-metéxi-2-feniletanoil]-1,4,5, 6-
tetrahidro pirrol[3,4-clpirazol-3-il}-4-piperidin-1-

ilbenzamida;
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4—(4—fluoropiperidin—1—il)—N—{5—[(2R)—2—metéxi—2—
fenil etanoil]-1,4,5,6-tetrahidropirrol(3,4-c]pirazol-3-il}
benzamida

N-{5-[ (2R) -2-metb6xi-2-feniletanoill-1,4,5, 6~
tetrahidro pirrol(3,4-c]pirazol-3-il}-4-morfolin-4-
ilbenzamida;

N-{5-[ (2R) -2-metil-2-feniletanoil]-1,4,5, 6-tetrahidro
pirrol[3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-metilpiperazin-1-il)
benéamida;

N-{5-[(2R)-2-metil-2-feniletanoil]-1,4,5,6-tetrahidro
pirrol([3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-etilpiperazin-1-il)
benzamida;

N-{5-[ (2R) -2-fenilpropanoil]-1,4,5,6~tetrahidro
pirrol[3,4-c]lpirazol-3-il}~4-piperidin-1- ilbenzamida;

4-(4-fluoropiperidin-1-il)-N-{5-[ (2R) -2-fenilpropano
i1]-1,4,5,6-tetrahidropirrol [3,4-clpirazol-3-il}benzamida;

4-morfolin-4-il1-N-{5-[ (2R)-2-fenilpropancil]-1,4,5, 6-
tetrahidropirrol([3,4-c]lpirazol-3-il}benzamida.

O composto mais preferido a ser usado nos dois
métodos acima da invencéo é N-5-[(2R) ~2-metdxi-2-
feniletanoil]-1,4,5,6-tetrahidropirrol[3,4-clpirazol-3-il}-
4-(4-metilpiperazin-1-il)benzamida, abaixo chamado de
"Composto 1"

Os sais farmaceuticamente aceitdveis dos compostos de

férmula (I) inclui sais de adicdo de &cidos com Aacidos
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organicos ou inorgdnicos como, por exemplo, nitrico,
cloridrico, bromidrico, sulfurico, perclérico, fosfoédrico,
acético, trifluoracético, propidnico, glicdlico, latico,
oxalico, maldénico, malico, maléico, tartarico, citrico,
benzdéico, cindmico, mandélico, metanosulfdénico, isetidbnico
e salicilico.

O termo "doencas mediadas ABL T315I” é pretendido por
englobar doencas as quails inibem direta ou indiretamente a
atividade da tirosinoquinase ABL T315I, é desejavel.

O termo "inibidor de BCR-ABL" ¢é pretendido por
engiobar moléculas competitiva ATP que tém a habilidade de
inibir a atividade enzimdtica da proteina BCR-ABL. Exemplos
ndo limitativos de tais moléculas sdo Imatinibe, Desatinibe
e AMN107.

Em uma modalidade preferida do método descrito acima,
a doenca é uma leucemia resistente ao inibidor causada pelo
mutante T315I da tirosinoquinase ABL.

Em uma modalidade mais preferida a leucemia &
leucemia mielogenosa crdnica.

Em outra modalidade preferida do método descrito
acima, o inibidor da BCR-ABL é Imatinibe.

Um composto de acordo com férmula (I) pode ser
administrado a um sujeito sobre determinacdo do sujeito
como tendo uma doenga ou condigdo ndo desejada gque se

beneficiariam através do tratamento com o dito composto. Os



10

15

20

25

15

médicos ou técnicos podem fazer a determinagdo como parte
de uma diagnéstico de uma doenga ou condigdo de um sujeito.
O composto também pode ser usado na prevencdo de tal
condicdo que pode ser vista como redutora da probabilidade
de um sujeito ter uma ou mais destas condigdes.

O método da invencdo pode ser realizado contactando
uma célula com um composto da fdérmula (I) que inibe uma ou
maié das atividades do mutante ABL T315I. Este método pode
ser executado in vitro (por exemplo, cultivando a célula
com o composto) ou, alternativamente, in vivo (por exemplo,
administrando o composto a um sujeito). Também pode ser
executado ex vivo, como no caso de células obtidas de um
sujeito e tratada in vitro seguida pelo seu retorno ao
sujeito.

In vivo, o efeito de uma proteina alvo inibindo a
composicdo terapéutica pode ser avaliado em um modelo
animal satisfatério.

Como wusado aqui, uma quantidade efetiva de um
composto se refere a uma quantidade suficiente para
alcancar a proposta desejada. Determinacdo das quantiadades
efetivas estd bem dentro da capacidade daqueles versados na
arte baseados na obtengdo de um efeito desejado. Uma
quantidade efetiva dependerd dos fatores que incluem, mas
que ndo se limitam, ao tamanho de um sujeito e/ou grau para

© qual a doenga ou condigdo ndo desejada progride no
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sujeito. A quantidade efetiva também dependera se o
composto é administrado ao sujeito em uma uUnica dosagem ou
periodicamente com o passar do tempo.

O composto de férmula (I) da presente invengdo ¢é
planejado para o tratamento dos sujeitos. Como usado aqui,
o termo "sujeito" ¢é pretendido englobar mamiferos e nao
mamiferos. Exemplos de mamiferos incluem, mas ndo esta
limitado, a qualquer elemento da classe mamifera: humanos,
primatas ndo humanos, tais como chimpanzés, e outros
macacos e espécies de macaco; animais de fazenda, tais como
gados, cavalos, ovelhas, cabras, suinos; animais domésticos
tais como coelhos, - cachorros e gatos; animais de
laboratério incluindo roedores, tais como ratos,
camundongos, porquinhos da india, e semelhantes. Exemplos
de ndo mamiferos incluem, mas ndo estd limitado, péssaros,
peiXe e semelhantes.

O termo que "tratamento" como wusado aqui inclui
alcangar um beneficio terapéutico.

Através do beneficio terapéutico que dizer
erradicagdo ou melhora da doengca a ser tratada. Por
exemplo, em um beneficio terapéutico em um paciente com
cancer, incluil erradicagdo ou melhoria do cancer. Também,
um beneficio terapéutico é alcangado com a erradicacdo ou
melhoria de um ou mais dos sintomas fisiolégicos associados

com a desordem de modo que uma melhoria é observada no
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paciente, apesar do fato de que o paciente ainda possa
estar afetado com a desordem.

O método da invencdo inclui a administrag¢do de um
composto da férmula (I) como um Unico agente ou,
alternativamente, em combinacdo com uma ou mais de outras
moléculas ou outros agentes satisfatérios para o tratamento
de uma doenca ou condicdes ndo desejadas como revelado
aqui. Exemplos de moléculas ou agentes satisfatérios para o
tratamento combinado s&o agentes citotdéxicos ou
citoestaticos, agentes do tipo antibidtico, agentes
alquilantes, agentes antimetabolitos, agentes hormonais,
agentes imunoldgicos, agentes do tipo interferon,
inibidores de ciclooxigenase (por exemplo, inibidores de
COX-2), 1inibidores de matrixmetalloprotease, inibidores de
telomerase, inibidores de tirosinoquinase, agentes
receptores do fator anticrescimento, agentes anti-HER,
agentes anti-EGFR, agentes anti-angiogenesis (por exemplo,
inibidores de angiogenesis), inibidores de transferase de
farnesil, inibidores do caminho de transducdo do sinal ras-
raf, inibidores do ciclo celular, outros inibidores cdks,
agentes de ligacdo tubulina, inibidores de topoisomerase I,
inibidores de topoisomerase II e semelhantes.

A presente invencdo também inclui composicdes
farmacéuticas que incluem um composto da férmula (I) ou um

sal farmaceuticamente aceitdvel deste em associacdo com um
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excipiente farmaceuticamente aceitével gque pode ser
portador ou um diluente.

As composicdes farmacéuticas que contém os compostos
da invencdo sdo preparadas pelos seguintes métodos
convencionais e sdo administradas em uma forma farmacéutica
satisfatdria.

Por exemplo, as formas orais sdélidas podem conter,
junto com o composto ativo, diluente, por exemplo, lactose,
dextrose, sacarose, sucrose, celulose, goma de milho ou
goma de batata; lubrificantes, por exemplo, silica, talco,
dcido de estedrico, esterato calcio ou magnésio e/ou
glicois de polietileno ; agentes ligantes, por exemplo,
gomas, goma arabica, gelatina, metilcelulose,
carboximetilcelulose ou pirrolidona de polivinil; agentes
desintegradores, por exemplo, goma, acido alginico,
alginadores ou glicolato de goma de sbédio; misturas
efervescentes; corantes; adogantes; agentes umidificantes
tais como lecitina, polisorbatos, laurilsulfatos; e, em
geral, substancias 1inativas farmacologicamentes e néo
téxicas usadas nas formulacdes farmacéuticas. Estas
prepara¢des farmacéuticas podem ser fabricadas de maneira
conhecida, por exemplo, por meio de mistura, granulacdo,
tabletagem, revestimentos de aglcar, ou processos de

revestimento por filme.

As dispersdes liquidas para administracdo oral podem
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ser, por exemplo, xaropes, emulsdes ou suspensdes.

Como um exemplo, podem conter os xaropes, como
portador, sacarose ou saccrose com glicerina e/ou mannitol
e sorbitol.

As suspensdes e as emulsdes podem conter, como
exemplos de portadores, goma natural, &agar, alginate de
sédio, pectina, metilcelulose, carboximetilcelulose ou
dlcool de polivinil.

A suspensdo ou solug¢des para injeg¢do intramuscular
pode conter, Jjunto com o composto ativo, um portador
farmaceuticamente aceitavel, por exemplo, A&agua estéril,
azeite de oliva, oleate de etil, glicdis, por exemplo,
propileno glicol e, se desejado, uma quantia satisfatéria
de cloridrato de lidocaina.

As solugdes para 1inje¢des intravenosas ou infusdes
podem  conter, como um portador, agua estéril ou
preferivelmente elas podem estd na forma de solucdes
estéreis, aquosas, isoténicas, salinas ou elas podem conter
propileno glicol como um portador. Infusdes intravenosas
podem ser conduzidas em um intervalo de tempo de cerca de 1
hora a aproximadamente 10 horas, sequindo de um regime
semanal de tratamento por 1 a 6 ciclos semanais.

Os supositérios podem conter, junto com o composto
ativo, um portador aceitavel farmaceuticamente, por

exemplo, manteiga de cacau, glicol de polietileno, um
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sorbitan de polioxietileno surfactantes de ester &cido
graxo ou lecitina.

Composicdes farmacéuticas satisfatdrias para uso na
presente invencdao incluem composicdes em que os
ingredientes ativos estdo presentes em uma quantidade
efetiva, i.e., em uma quantidade efetiva para alcancar os
benificios profilacticos e/ou terapéuticos em um ser em
tratamento. A quantidade efetiva atual para uma aplicacgéo
particular dependerd da condi¢do ou condigdes do ser
tratado, a condicdo do sujeito, a formulagdo, e a rota de
administracdo, bem como outros fatores conhecidos aqueles
versados na arte. A determinacdo de uma quantidade efetiva
dos compostos da presente invengdo esta dentro das
capacidades daqueles versados na arte, face ao revelado
aqui, e serd determinado usando técnicas de otimizacéao
rotineiras.

Em uso terapéutico, os compostos da invengdo séo
administrados a um sujeito em niveis de dosagem de
aproximadamente para cerca de 30 mg/m?’ 3000 mg/m® de
superficie do corpo por dia. Um nivel de dosagem de cerca
de 100 mg/m® para 1000 mg/m*® constitui uma gama
particularmente satisfatoéria. Para um adulto sujeito
humano, uma dosagem de cerca de 50 mg a aproximadamente
5000 mg por dose, mais preferivelmente cerca de 150 mg a

aproximadamente 1000 mg por dose, de 1 a 5 vezes
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diariamente, pode ser usada como exempl, mas nao se
limitando a isto. Doses menores ou maiores do que aquelas
reveladas aqui podem ser usadas, quando requerido. Porém,
elas podem ser alteradas dependendo do numero de varidveis,
sem se limitar a atividade do composto usado, na condigdo a
ser tratada, do modo de administracdo, do regime de
tratamento, das exigéncias individuais do sujeito, da
severidade da condicdo a ser tratada e das determinacgdes
médicas. As faixas anteriores sdo meramente sugestivas,
enquanto que como o numero de varidveis ndo € incomum em
relagdo a um regime de tratamento individual que é grande e
consideravel nas excursdes destes valores recomendados.

A quantidade efetiva para uso em humanos pode ser
determinada em modelos animal. Por exemplo, uma dose para
humanos pode ser formulada para circular no figado ou em
concentrag¢des gastrointestinais e/ou tépicas, foi vista
como efetiva em animais.

Em um terceiro aspecto a presente invencdo se
relaciona a um método de rastreamento para a identificacéo
de compostos capazes de ligar o sitio ATP de uma proteina
de quinase, compreendendo as etapas de:

prover wuma mistura de reagdo que compreende a
proteina de quinase, um derivado de indolinona que tem
afinidade para o dito sitio ATP da proteina de quinase e é

capaz de gerar um sinal fluorescente ao ligar o dito sitio
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ATP, e diluicdes consecutivas do composto teste, comparando
o sinal fluorescente gerado na auséncia do composto teste
com o sinal fluorescente gerado na presenca de diferentes
concentracdes do composto teste, por meio de um nivel
decresecente de fluorescéncia que indica a habilidade do
composto teste para deslocar o derivado de indolinona.

Em uma modalidade preferida do método de
rastreamento, a proteina de quinase e o derivado de
indolinona sdo pré-misturados.

Em outra modalidade preferida do método de
rastreamento, a proteina de quinase e o composto teste sdo
pré-misturados.

Em uma modalidade preferida adicional do método de
rastreamento, proteina de quinase é um quinase da ABL.

Em uma modalidade mais preferida, a quinase da ABL é
mutante T315I quinase da ABL.

O termo "proteina de quinase" engloba as proteinas
nativas completas como também fragmentos desta, enquanto os
fragmentos compreendem o sitio ATP da proteina de quinase.

O termo "sitio ATP" indica o 1local ATP é ligada
dentro da proteina de quinase.

O derivado de indolinona ¢é ©preferivelmente um

composto da férmula (II) abaixo:
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em que Rl ¢é hidrogénio ou metilamino-sulfonil ou
benzil-sulfonil, R2 é hidrogénio ou metil, R3 & metil ou 4-
clorofenil ou 2,4-difluorofenil.

Mais preferivelmente, o derivado de indolinona é um
composto selecionado do grupo que consiste de:

Acido 2,4-dimetil-5-[2-oxo-5-fenilmetanosulfonil-1,2-
dihidro-indol-(3Z)-ilidenometil]-1H~pirrol-3-carboxilico
(2-dietilamino-etil)-amida (que foi revelado no pedido de
patente Internacional WO002/096361)

4-(4-clorofenil)-N-[2-(dietilamino)etil]-2-metil-5-
((Z2)-5{ (metilamino)sulfonil]-2-oxo0-1,2-dihidro-3H~-indol-3-
ilideno}metil)-1 H-pirrol-3-carboxamida;

N-[2-(dietilamino)etil]-4-(2,4-difluorofenil)-2-
metil-5-((Z)-{5-[(metilamino)sulfonil]}-2-oxo-1,2-dihidro-
3H-indol-3-ilidenometil}-1H-pirrol-3-carboxamida;

4-(4-clorofenil) -N-[2- (dietilamino)etil] -2-metil-5-
[(Z2)-(4-metil-2-0ox0-1,2-dihidro-3H-indol-3-ilideno)metil]-
lH-pirrol-3-carboxamida.

Os derivados de indolinona foram selecionados para a
sua capacidade de ligar o sitio ATP tanto ao tipo selvagem

quanto as formas transformadas da ABL, para a afinidade do
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teste para a proteina quinase, para a robustez do ensaio, e
de acordo com dados publicados sobre os inibidores da ABL
conhecidos (eg: Imatinibe).

O sinal de fluorescéncia pode ser medido, por
exemplo, por um leitor de placa, tal como o leitor de placa
Fusion o-FP HT (Packard). A habilidade de deslocamento do
composto teste estd em correlacdo direta com a afinidade do
composto para o sitio ATP da proteina de quinase. A
Afinidade de ligacdo constante (KD) do composto teste pode
ser determinada como explicado nos exemplos.

O ensaio da invencdo é baseado no novo achado em que é
observado um aumento significante da intensidade de
fluorescéncia ao ligar os derivado de indolinona a
proteinas de quinase. Portanto, os grupos quimicamente
ligados a um teste de afinidade sdo capazes de ligar a
porcdo alvo provida para o sinal fluorescente. Porém, tais
métodos sofrem desvantagens relacionadas a baixa afinidade
pelo sitio da quinase que impede a possibilidade de ajustar
os ensalios sensiveis. Uma aproximag¢cao alternativa que foi
usada confia no teste de ligacdo imobilizado ou proteina de
quinase com as limitacdes tipicas de um ensaio da fase
sélida (por exemplo, impedimento estérico e necessidade de
lavagem) .

| A presente invengdo supera estas desvantagens, tendo

em vista que as indolinonas mostram uma afinidade
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relativamente alta para quinase alvo e o sinal gerado na
ligacdo é diretamente dependente na ligagcdo permitindo
construir um ensaio homogéneo.

Considerando que o presente ensaio de blindagem é por
este meio exemplificado com a quinase da ABL, uma pessoa
versada na técnica poderd realizar isto, sem experimentagdo
indevida, também com outras proteinas de quinase, a
proteina quinase fornecida contém um sitio ATP. De fato, os
presentes inventores detectaram uma mudan¢ga no sinal de
fluorescéncia quando o ensaio é realizado com o fator de
crescimento como Insulina (desfosforilada e
tridesfosforilada) o Receptor de insulina (desfosforilada e
tridesfosforilada), c¢-Met, AIk, Chkl e PDKl. E entao
esperado que possam ser empregadas proteinas quinases
adicionais de modo adequado no ensaio da presente invencéo.

Finalmente a presente invencdo se relaciona ao uso do
composto de férmula (I) ou um sal farmaceuticamente
aceitdvel deste, como definido acima, na fabricacdo de um
medicamento para tratar uma doenca mediada ABL T315I
resistente ao inibidor BCR-ABL.

Com o objetivo de melhor ilustrar a presente
inveng¢do, sem impor qualquer limitacdo a esta, agora sao
dados os exemplos a seguir.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 ilustra a atividade inibidora do composto
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1 e Imatinibe na atividade da quinase do tipo selvagem ABL
e dominio quinase mutante ABL T315TI.

A atividade inibidora foi medida através da analise
da quinase em gel na presenga da concentragdo crescente do
composto. A proteina bésica de mielina foi wusada como
substrato.

A figura 2 é um immunoblotting que mostra a inibigdo
de BCR-ABL em células leucémicas K-562 tratadas com o
composto 1 (linha 2) ou Imatinibe (linha 3).

A inibicdo da sinalizagcdo BCR-ABL foi analizada
monitorada o estado de fosforilacdo dos alvos STATS ou
CRKL. A linha 1 mostra as células K-562 ndo tratadas.

A figura 3 é um immunoblotting que mostra a inibigéo
de tipo selvagem e mutante ABL T315I pelo composto 1 em
células transfectadas HCT-116. As <células de tumor
coloretal HCT-116 foram transfectada com um tipo selvagem
ABLV(linha 1) ou um mutante ABL T315I expressao construida
(linha 2). As células 1lisadas foram analisadas por
immunoblotting que usa anticorpos contra proteina ABL total
(x—-ABL) ou um anticorpo fosfo-especifico que reconhece ABL
quando ¢é fosforilada na posicdo Y412 oa-pY412-ABL). Uma
comparacdo entre células ndo tratadas (-) e tratadas (+)
mostra de células que o composto 1 é capaz de inibir tanto

o tipo selvagem quanto o mutante ABL T315I.
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Exemplos

Nos exemplos a seguir, os numeros dos residuos de
aminodcido se referm ao numero Genbank de acesso para a
isoforma la da proteina ABL AAB60394

Exemplo 1:

Clonagem, expressdo e purificacdo do dominio quinase
mutante ABL recombinante.

O dominio quinase ABL (correspondendo aos residuos
229-512) foi amplificados por PCR uma biblioteca de cDNA de
testiculos humano. Amplificacdo foi realizada wusando o
oligonucleotideo no sentido direto:

5'GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTACTGGAAGTTCTGTTCCAGGG
GCCCTCCCCCAACTACGACAAGTG-3"'; [SEQ ID N°: 1] e o
oligonucleotideo no sentido reverso:

5'GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTATTTCCCCAGCTCCTTTTC
CAC-3' [SEQ ID N°: 2]

Para propostas de <clonagem, os oligonucleotideos
incluiram locais attB para obter um produto PCR attB-
flanqueado satisfatério para clonagem usando a tecnologia
Gateway® (Invitrogen). Além disso, para propostas de
purificag¢do, o primer no sentido direto incluiu uma diviséao
local PreScission® (Amersham Biosciences). O produto PCR
resultante foi clonado no vetor de expressdo baculovirus
pVL1393 (Invitrogen) Gateway®-modificada. Para propostas de

purificagdo e expressdo, uma etiqueta GST foi adicionada ao
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N-terminal para o dominio da quinase ABL.

A clonagem foi executada de acordo com os protocolos
descritos no manual de Gateway®.

O mutante ABL T315I resistente ao Imatinibe foi
gerado por mutagénese local-direcionado usando o kit
mutagénese QuikChange® (Stratagene).

O oligonucleotideo usado na reag¢do de mutagénese foi:
5'-CCCCGTTCTATATCATCATTGAGTTCATGACCTACG-3' [SEQ ID N°: 3].

Os baculovirus foram gerados através da cotransfecgao
células de inseto Sf9 com o vetor de expressdo e o DNA
usando o kit de transfecgdo BaculoGold® (Pharmingen).
Cobrenadantes virais foram recuperados apdés 5 dias e
expostos a 3 rodadas de amplificacdo para aumentar titer
virdético. As proteinas recombinantes foram produzidas para
infectar a células de inseto High5 com densidade de 1x10°
células por ml com 3 ml sobrenadante virdético por bilhdes
de células. Depois de 48 horas de infeccdo, as células
foram recuperadas, empelotadas e congeladas a =-80°C. Para
purificagdo das proteinas recombinantes, as pelotas foram
descongeladas, resuspensas no tampdo lisado (Tris - HCI 50
mM, NaCl 150 mM, CHAPS 0,2%, DTIT 20 mM, glicerol 10%) e
lisada através de ultra-som. Os lisados foram clareados por
centrifugagdo a 20000 g por 30 minutos e carregado em uma
coluna de glutationa sefarose 4B® (Amersham Biosciences).

Apds extensa lavagem, as proteinas recombinantes foram
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clivadas e eluidas através da incubagdao com protease
PreScission®.

Exemplo 2:

A atividade dos compostos foi avaliada dentro de um
ensaio quinase em gel que mede a fosforilagdo da proteina
basica mielina pelo tipo selvagem recombinante e mutante
ABL T315I do dominio quinase.

Os ensaios foram realizados em 20 pl de uma mistura
de reacdo que contém 15 NM de enzima de recombinante, 10 pM
de proteina béasica mielina (Sigma-Aldrich) como substrato,
10 mM Hepes pH 7,5, 5 mM MgCl,, 1 mM DTIT, 15 nM Na3VO4, 4%
DMSO, 3 nM ATP, 0,1 pCurie de yP”—ATP. O composto 1 foi
testado e Imatinibe também foi testada em paralelo como
referéncia. A concentrag¢do do inibidor varia de 10 NM a 10
BM. Depois da pré-incubacdo da enzima e do substrato com o
inibidor por 15 minutos a temperatura ambiente, o ATP foi
adicionado e a reagdo foi conduzida por 30 minutos a 30°C e
terminada com adigdo de gel carregando o tampdo e fervendo
por 5 minutos. As misturas de reacdo foram entdo carregadas
em um 10% gel de poliacrilamida-SDS. Depois da separacéo,
os géis foram secados e sinal de radiocatividade foi
revelado usado o sistema Phosphorimager (Diné&mica
Molecular).

Como esperado, a imatinibe pode inibir a atividade da

quinase do tipo selvagem do dominio da quinase ABIL,
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enquanto era completamente inativo no mutante T315I. De
modo contrario, o composto testado foi ativado em ambos os
tipos selvagem e mutante T315I com a mesma poténcia.

Exemplo 3:

O ajuste do ensaio de deslocamento dependente do
local ATP e validacgao.

Um ensaio de deslocamento dependente do local ATP foi
ajustado para a avaliagdo da afinidade quantitativa dos’
compostos testados.

O ensaio leva vantagem do aumento significantivo na
intensidade de fluorescéncia observada na ligacdo de certos
derivados de indolinonas a proteinas de quinase.

Aqui abaixo, ndés mostramos os resultados obtidos com
dois derivados de indolinonas diferente, selecionados como
testes de potencial na base da magnitude de aumento de
fluorescéncia ao ligar a ABL.

3.1 Teste de Indolinona acido 2,4-dimetil-5-[2-ox0-5-
fenilmetanosulfonil-1,2-dihidro-indol-(3Z2)-ilidenometil]-
1H-pirrol-3-carboxilico (2-dietilamino-etil)-amida

Indolinona &cido 2,4-dimetil-5-{2-oxo-5-fenilmetano-
sulfonil-1, 2-dihidro-indol=-(3Z)-ilidenometil]~-1H-pirrol-3-
carboxilico (2-dietilamino-etil)-amida foi avaliado para
sua habilidade para ligar dominio da quinase ABL do tipo
selvagem e o mutante ABL T315I em um experimento de

titulagdo. O desempenho do ensaio (fator Z) bem como o
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deslocamento do teste por ATPyS e Imatinibe foram
avaliados. Em todos 0s experimentos, o) sinal de
fluorescéncia foi medido usando o leitor de placa Fusion o-
FP HT (Packard). A andlise dos dados foi realizada usando
software Dynafit.

Particularmente, 0s dados de titulacao foram
ajustados para o seguintes equilibrio: Enzima + teste <==
teste de enzima complexa, enquanto os dados de deslocamento
foram ajustados para o seguinte equilibrio: Enzima + teste
<==> teste de enzima complexa, Enzima + Compsto <==>
Composto de Enzima Complexo, por meio da ligacdo do teste e
o) cbmposto na enzima sdo mutuamente exclusivos (mecanismo
competitivo puro).

A experiéncia de titulacdo foi realizada como a
seguir: 10 NM dominio quinase ABL (tipo selvagem ou mutante
T3151), concentragdo de indolinona de 3 pM para 0, com
etapas de diluigdo 1:1.5 em 50 mM TrisHCI, pH 7,5, 150 mM
NaCl,, 5 mM MgCl, 1 mM Mn Cl,, 1 mM DTT, 1% DMSO, 3 uM
Na3zvVO, (tampdo 1). Os resultados obtidos (mostrado na
Tabela 1 abaixo) indicam que o teste é capaz de ligar todas
as formas testadas do dominio da quinase ABL. O fator 2’
(Z"=1-(3* (SDteste+proteinatSDteste) / (Me€a@Nteste+proteinatMEanteste) foi
detérminado como a seguir: concentracdo do teste de
saturacéao (0,15, 0,12 e 0,42 pM para ABL selvagem

desfosforilada (op), tipo selvagem e T31571,
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respectivamente) foi avaliado na presenca (probe+protein)
ou na auséncia (teste) de 10 e 5 NM de proteina. Em todos
os casos, os valores de Z foram maior que 0,8 que indicam
que os ensaios foram robustos.

O ensaio foram validados usando ATPyS e Imatinibe em
um ensaio de deslocamento como a seguir:

As diluicdes dos compostos de teste (etapa de
diluigdo 1:2) foram primeiro preparadas em 7% DMSO e
diluic¢des adicionais no teste de tamp&o 1 para ter 1% de
concentracdo DMSO final. ATPyS foi testado a 250 pM como
concentracdo mais alta, enquanto 10 pM foi Imatinibe de
concentracdo mais alta. As enzimas estavam presentes em uma
concentracdo final de 10 NM. As concentracdes dos testes
finais foram 0,15, 0,12 e 0,42 uM, respectivamente, para
ABL tipo selvagem desfosforilada (OP), tipo selvagem
T315I, respectivamente. A mistura da enzima e a sonda foram
adicionados aos compostos previamente diluidos. Resultados
(Tabela 1) indica que a sonda pode ser completamente
deslocada pelo ATPyS de todas as sondas ABL construidas
indicando que a 1indolinona se liga no sitio ATP. Em
conformidade, a afinidade de 1ligacdo constante (KD) foi
determinada pelo ajuste com o mecanismo competitivo puro.
Os valores KD s3o a média de trés experiéncias
independentes.

Imatinibe, como esperado, mostrou uma afinidade mais
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alta para a forma desfosforilada do que para a forma
fosforilada da ABL, considerando que nenhum deslocamento

foi observado no mutante ABL T3151I.

TABELA 1

Tipo selvagem Tipo selvagem ABL T3151

ABL OP ABL
Teste de titulagdo, 0,005 £ 0,03 0,04 £ 0,02 0,14 + 0,07
KD (uM)
ATPyS, KD’ (uM) |9,5+34 9+1,9 240,21

(100% mostrado) (100% mostrado) (100% mostrado)
Imatinibe(uM) (100% mostrado) 0,17 £ 0,02 (100% | 0% mostrado

mostrado)

Tomados juntos estes resultados mostram que o ensaio
de deslocamento ¢é dependente do local ATP e as afinidades
medidas estdo em linha com os dados publicados em Imatinibe
(CARTER, T.A., et al. Inhibition of drug-resistant mutants
of ABL, KIT, and EGF receptor kinases. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A.. 2005, vol. 102, no.31 , p.1 101 1-1 1016.
FABIAN, Miles A., et al. A small molecule-kinase
interaction map for clinical kinase inhibitors . Nat.
biotechnolL 2005, vo0l.23, no.3, p.329-336. ) ATP site-
dependent displacement assay with recombinant ABL kinase
domains.

O ensaio de deslocamento dependente do local ATP com
dominios quinase ABL recombinante

A afinidade que liga o composto com o tipo selvagem
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recombinante e mutante T315I dominio gquinase ABL foram
avaliados no ensaio de deslocamento. Os compostos da classe
quimica pirrolopirazol foram testados, com Imatinibe
incluido para comparacgdao.

A Tabela 2 mostra a determinacdo afinidade de ligacao
constante (KD) para diferentes construcdes ABL. VX-680 & um
inibidor de tirosinoquinase ATP competitivo de vértice que
foi recentemente relatado por possuir in vitro habilidade
de ligagcdo para o mutante ABL T315I; O composto 1 & um
composto exemplificativo da invencaéo.

TABELA 2

Composto Tipo selvagem Tipo selvagem ABL T315I

ABL OP KD (u M) | ABLKD (u M
(M M) (0 M) KD (1 M)

VX680 (Vertex) 0,032 + 0,007 0,031 £ 0,007 0,027 £ 0,001

Composto 1 0,008 + 0,002 0,008 * 0,001 0,001 + 0,0001

imatinibe 0,022 + 0,003 0,017 +0,02 0% mostrado

Afinidade de ligacdo constante (KD) para o mutante
ABL T3151 foi também determinado por compostos
exemplificativos adicionais da invencéo.
Os resultados sdo informados na Tabela 3, onde o
coméosto 2 é& N-[5-[((2R)-2-metbéxi-2-fenilacetil)-1,4,5,6-
tetrahidro-pirrol[3,4-clpirazol-3-il]-4-piperidin-1-il-

benzamida; o composto 3 4-(4-etil-piperazin-1-il)-N-[5-
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((R)-2-metbé6xi-2-fenil-acetil)-1,4,5,6-tetrahidro-pirrol
[3,4-c]lpirazol-3-il]benzamida; o} composto 4 é 4-(4-
ciclopropil-piperazin-1-il)-N-[5-((R)-2-metdxi-2- fenil-
acetil)l, 4,5, 6-tetrahidro-pirrol[3,4-clpirazol-3-il]-
benzamida; composto 5 é 4-(4-isopropil-piperazin-1-il)-N-
[5-((R)-2-metdéxi-2-fenil-acetil)-1,4,5,6-tetrahidro-

pirrol[3,4-c]pirazol-3-il]-benzamida.

TABELA 3
Composto ABL T3151 mutante KD (uM)
Composto 2 0,002 + 0,0008
Composto 3 0,0017 £ 0,0006
Composto 4 0,007 £ 0,003
Composto 5 0,0024 + 0,0007
Imatinibe 0% mostrado

O ensaio de deslocamento foi executado como descrito
anteriormente, com 3 pM como a concentracdo mais alta
testada do inibidor com as etapas de diluicdo 1:1.5. Os
Resﬁltados mostrados nas tabelas 2 e 3 indicam que todos os
compostos testadas eram ativos no mutante ABL T315I.

3.2 Teste indolinone N-[2-(dietilamino)etil]-4-(2,4-
difluorofenil)-2-metil-5-((2)-{5-[ (metilamino) sulfonil]-2-
oxo-1,2-dihidro-3H-indol-3-ilideno}metil)-1H-pirrol=-3-

carboxamida
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Indolinona N-[2-(dietilamino)etil]-4-(2,4-difluor-
fenil)-2-metil-5-((2)-{5-[ (metilamino) sulfonil]-2-oxo-1,2-
dihidro-3H-indol-3-ilideno}metil)-1H-pirrol-3-carboxamida
foi avaliada pela sua habilidade para ligar o tipo selvagem
do dominio de quinase ABL e o mutante ABL T313I em um
experimento de titulagdo, como descrito acima. As condigles
aplicadas foram as mesmas com excegcdo da concentragaoc de
teste de saturacdo (2, 3,3 e 0,2 puM para ABL tipo selvagem
desfosforilada (op), tipo selvagem e T31571,
respectivamente) e o teste de concentragdo final (2, 3,3 e
0,2 puM para ABL tipo selvagem desfosforilada (OP), tipo
selvagem e T315I, respectivamente).

Também neste caso, os resultados (Tabela 4) indicam
que o teste pode ser completamente deslocado pelo ATPyS de
todos os testes ABL construidos indicando que é indolinona
se liga no sitio ATP. Imatinibe, como esperado, mostrou uma
afinidade mais alta para a forma desfosforilada do que para
a forma fosforilada da ABL, considerando que nenhum

deslocamento foil observado no mutante ABL T315I.

TABELA 4

ABL OP tipo ABL tipo selvagem ABL T315I
selvagem

Teste de titulagdo, 0,2+0,1 0,33+0,12 0,02+0,008
KD (uM)
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ATPyS, KD’ (uM) 6,6x1,6 4,8+1 2,61 £0,9
(100% mostrado) (100% mostrado) (100% mostrado)
Imatinibe(uM) 0,021 0,008 0,17 £ 0,02 (100% 0% mostrado
mostrado)
(100% mostrado)

Tomados juntos estes resultados mostram que o ensaio
de deslocamento é dependente do local ATP e as afinidades
medidas estdo em linha com os dados publicados em Imatinibe
(CARTER, T.A., et al. Ibib.; FABIAN, Miles A., et al.
Ibid.)

O ensaio de deslocamento dependente do local ATP com
dominios quinase ABL recombinante

A afinidade que‘liga o composto com o tipo selvagem
recombinante e mutante T315I dominio quinase ABL foram
avaliados no ensaio de deslocamento como realtado em 3.1 e

testando os mesmos compostos de pirrolopiraxole. A Tabela 5

mostra a afinidade de ligacdo constante (KD) para
diferentes construcdes ABL.
TABELA 5

ABL OP tipo ABL tipo selvagem | ABL T3151

selvagem

KD (uM) KD (uM) KD (pM)
VX680 (Vertex) 0,058 = 0,02 0,080 + 0,01 0,043 £ 0,014
Composto 1 0,014 = 0,003 0,018 + 0,007 0,004 = 0,001
Imatinibe 0,020 £+ 0,006 0,017 £0,22 0% mostrado
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Afinidade de ligacdo constante (KD) para mutante ABL
T315I foi também determinado para compostos
exemplificativos adicionais da invengdo (os compostos 2 a 5
como definidos acima).

Os resultados sdo informados abaixo em Tabela 6.

TABELA 6
ABL T315I mutante
KD (uM)
Composto 2 0,0043 + 0,0001
Composto 3 0,0028 + 0,0001
Composto 4 0,0040 + 0,0001
Composto 5 0,0026 + 0,0005
Imatinibe 0% mostrado

O ensaio de deslocamento foi executado como descrito
anteriormente, com 3 uM como a concentracdo de inibidor
mais alta testada. Os resultados mostraram nas tabelas 5 e
6 sdo as médias das trés experiéncias independentes. Elas
indicam que todos os compostos testados foram ativos no
mutante ABL T315I.

Exemplo 4. Inibicdo da atividade ABL em células

Materiais e Métodos

Clonagem de polipeptidios da ABL

cDNA da ABL (correspondente aos residuos 27-1130)
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forma PCR amplificados de uma biblioteca de cDNA do
testiculo humano. A amplificagdo foi realizada usando o
oligonucleotideo no sentido direto:

5'GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTACTGGAAGTTCTGTTCCAG
GGGCCCGAAGCCCTTCAGCGGCCAGTAG-3’ (SEQ 1D NO:4) e 0
oligonucleotideo no sentido reverso:

5'GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTTTACCTCTGCACTATGT
CACTG-3’ (SEQ ID NO:5)

Para propostas de <clonagem, os oligonucleotideos
incluiram locais attB para obter um produto PCR attB-
flanqueado satisfatdério para clonagem usando a tecnologia
Gateway® (Invitrogen). O produto do PCR resultante foi
clonado no vetor de expressdo mamifero pcDNA3.1/nV5 DEST
(Invitrogen). A clonagem foi realizada adequadamente de
acordo com os protocolos descritos no manual de Gateway®.

O mutante T315I resistente ao imatinibe foi gerado
por mutagénese local dirigida usando QuikChange® o kit
mutagénese (Stratagene).

O oligonucleotideo usado na reacdo da mutagénese foi:

5'-CCCCGTTCTATATCATCATTGAGTTCATGACCTACG-3"' (SEQ ID
NO:6).

Immunoblotting

Immunoblotting foi realizado de acordo com métodos
padrdes. As células foram preparadas em 125 mM pH de Tris-

HCl 6,8 e 2% SDS. As amostras foram submetidas ao ultra-som
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e aquecido para 5 min a 95°C. 10 pg do extrato de proteina,
como determinado por BCA™ Protein Assay (Pierce, Rockford,
IL) foi carregado em SDS-PAGE.

O Kit de super sinal de quimioluminescéncia (Pierce,
Rockford, o 1IL) foi wusado para detecgdo. A analise de
lmmunoblot foi realizada usando os seguintes anticorpos:
anti-ABL (SIGMA, catalogue n°. A5844); anti-pY412-ABL (CELL
SIGNALING, catalogue ne. 2865) ; anti-Stat-5 (CELL
SIGNALING, catalogue n°. 9352); anti-pStat-5, anti-Crkl,
anti p-Crkl, anti-ElF4e (BCR/ABL Activity Assay, CELL
SIGNALING, catalogue no.7130)

Resultados:

Para confirmar a atividade inibidora de um composto
exemplificativo da invengdo que expressa células de BCR-ABL
de modo enddégeno, o composto 1 foi testado em células
leucémicas K-562 que suportam o cromossomo Filadélfia
relacionadas a translocacdo de BCR-ABL. As células forma
tratadas durante uma hora com o composto 1 ou Imatinibe. As
células foram coletadas e analizadas através de
immunoblotting para inibicdo da auto-fosforilacdo ABL do
residuo da tirosina na posicdo 412 (Y412) que é localizada
na algca de ativagdo de quinase da ABL. As proteinas de
sinalizacdo conhecidas como Stat-5 ou Crkl foram analisadas
para os seus estados de fosforilagdo. O composto 1 e

Imatinibe (em concetracdo clinicamente relevante), inibe a
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fosforilacdo de Y412 e fosforilagdo dos mediadores de BCR-
ABL Stat-5 e Crkl (Figura 2) confirmando o mecanismo
esperado de acdo, considerando que nenhum efeito foi visto
em Src excluindo um efeito geral na fosforilacdo de
proteina (dados n&o mostrados).

Para testar a atividade celular do Imatinibe e do
composto 1 em células no mutante ABL T315I, as células de
HCT-116 foram transfectada com tipo selvagem ou com a
expressdo mutante construida (veja Materiais e Métodos
acima) e a atividade inibidora foi testada para Imatinibe e
o éomposto 1 a 5 pM. Como esperado Imatinibe mostrou
atividade inibidora construida sé no tipo selvagem ABL,
considerando que o mutante ABL T315I construido era
resistente. Em contraste, o composto 1 mostrou uma forte
atividade inibidora para o tipo selvagem e o mutante ABL

T315I (Figura 3).
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REIVINDICAGOES
1. Método para inibir uma atividade do inibidor
resistente a tirosinoquinase BCR-ABL, CARACTERIZADO pelo
fato de que compreende contactar um polipeptidio inibidor
resistente a tirosinoquinase BCR-ABL com uma quantidade

efetiva do composto de férmula (I)

em que R é hidrogénio ou metil,

R; € hidrdéxi ou um grupo alcéxi ou alquil C;-C3; linear
ou ramificado,

R, é um hidrogénio ou atomo de halogénio,

X é um grupo divalente selecionado de metileno (-CHz-)

ou fluormetileno (-CHF-), ou um heterodatomo ou grupo
heterocatdmico selecionados de oxigénio (-0O-) ou nitrogénio
(-NR’-) onde R’ é um &tomo de hidrogénio, um grupo alquil

Cl-C4 linear ou ramificado ou um grupo cicloalquil C3-C6, ou
um sal farmaceuticamente aceitavel deste.

2. Método, de acordo com, a reivindicacado 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que polipeptidio inibidor

resistente a tirosinoquinase BCR-ABL ¢é uma tirosinoquinase
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ABL do mutante T315I.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que o inibidor de BCR-ABL ¢
Imatinibe.

4. Método para tratar uma doenca mediada ABL T315I
resistente ao inibidor BCR-ABL, CARACTERIZADO pelo fato de
compreender administrar a um mamifero na necessidade do
mesmo uma quantidade efetiva do composto de férmula (I) como
definido na reivindicacdo 1 ou um sal farmaceuticamente
aceitdvel deste.

5. Método, de acordo com a reivindicacéo 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que a doenca mediada ABL T3151
resistente ao inibidor BCR-ABL é a leucemia resistente ao
inibidor BCR-ABL.

6. Método, de acordo com a reivindicacéao 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que a doenca ¢é leucemia
mielogenosa crdnica resistente ao inibidor BCR-ABL.

7. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbées 4 a 6, CARACTERIZADO pelo fato de que o
inibidor de BCR-ABL é Imatinibe.

8. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des precedentes, CARACTERIZADO pelo fato de que
este € realizado com um composto da férmula (I) em que R é
hidrogénio, R; é metdxi, R, é hidrogénio e X é metileno (-
CHy-) ou é um  heterodtomo ou grupo heterocatémico
selecionados de oxigénio (-0-) ou nitrogénio (-NR-) em que

R’ é um atomo de hidrogénio, ou um grupo alquil selecionado
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de metil, etil, isopropil, ciclopropil ou tert-butil, ou um

sal farmaceuticamente aceitavel deste.

9. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes de 1 a 7, CARACTERIZADO pelo fato de que o
composto da férmula (I) & selecionado do grupo que consiste
de:

N-{5-[ (2R) -2-metbd6xi-2-feniletanoil]-1,4,5, 6-tetrahidro
pirrol[3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-metilpiperazin-1-il)
benzamida;

N-{5-[ (2R)-2-metbéxi-2-feniletanoil]l-1,4,5,6~tetrahidro
pirrol[3,4~-c]lpirazol-3-il}-4-(4-etilpiperazin-1-il)
benzamida;

N-{5-[(2R)-2-metdxi-2-feniletanoil]-1, 4,5, 6-tetrahidro
pirrol[3,4-c]pirazol-3-il}-4-(4-isopropilpiperazin-1-il)
benzamida;

N-{5-[(2R)~2-metb6xi~-2-feniletanoill-1,4,5,6-tetrahidro
pirrol[3,4-c]pirazol-3-il}-4-(4-ciclopropilpiperazin-1-il)
benzamida;

N-{5-[ (2R) -2-metdxi-2~-feniletanoil]-1,4,5, 6-tetrahidro
pirrol[3,4-clpirazol-3-il}-4-piperidin-1-ilbenzamida;

4-(4-fluoropiperidin-1-il)-N-{5-[ (2R)-2-metdbéxi-2-fenil
etanoil}-1,4,5,6-tetrahidropirrol[3,4-c]pirazol-3-il}
benzamida

N-{5-[(2R) -2-metbéxi-2-feniletanoill-1,4,5, 6-tetrahidro
pirrol(3,4~clpirazol-3-il}-4-morfolin-4-ilbenzamida;

N-{5-[(2R)-2-metil-2~-feniletanoill-1,4,5, 6-tetrahidro

pirrol([3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-metilpiperazin-1-il)
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benzamida;

N-{5-[(2R)-2-metil-2-feniletanoil]-1,4,5,6-tetrahidro
pirrol(3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-etilpiperazin-1-il)
benzamida;

N-{5-[ (2R)-2-fenilpropanoill-1,4,5,6-tetrahidro
pirrol[3,4-c]lpirazol-3-il}-4-piperidin-1- ilbenzamida;

4-(4-fluoropiperidin-1-il)-N-{5-[ (2R)-2-fenilpropano
i1]1-1,4,5,6-tetrahidropirrol [3,4-clpirazol-3-il}benzamida;

4-morfolin-4-il-N-{5-[ (2R)-2-fenilpropanoil]-1,4,5, 6-
tetrahidropirrol[3,4-clpirazol-3-il}benzamida.

10. Método, de acordo com a reivindicacéo 8,
CARACTERIZADO pelo fato de que o composto da férmula (I) é
selecionado do grupo gque consiste de:

N-{5-[(2R) -2-metbé6xi-2-feniletanoill-1,4,5,6-tetrahidro
pirrol([3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-metilpiperazin-1-il)
benzamida;

N-{5-[(2R) -2-metdéxi-2-feniletanoill-1,4,5,6-tetrahidro
pirrol(3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-etilpiperazin-1-il)
benzamida;

N-{5-[(2R) ~2-metdxi-2-feniletanoil]-1,4,5,6-tetrahidro
pirrol(3,4-c]lpirazol-3-il}-4-(4-isopropilpiperazin-1-il)
benzamida;

N-{5-[(2R) -2-metdéxi-2-feniletanoil]l-1,4,5, 6-tetrahidro
pirrol[3,4-c]pirazol-3-il}-4-(4-ciclopropilpiperazin-1-il)
benzamida;

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 10,

CARACTERIZADO pelo fato de que o composto da férmula (I) é
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N-{5-[ (2R) -2-meté6xi-2-feniletanoil]-1,4,5, 6-tetrahidro
pirrol(3,4-clpirazol-3-il}-4-(4-metilpiperazin-1-il)
benzamida.

12. Método de rastreamento para a identificar os
compostos capazes de ligar o sitio ATP de uma proteina de
quinase, CARACTERIZADO por compreender as etapas de:

prover uma mistura de reacdo que compreende a proteina
de quinase, um derivado de indolinona que tem afinidade para
o sitio ATP da dita proteina quinase e que é capaz de gerar
um sinal fluorescente ao ligar o dito sitio ATP, e diluir
consecutivamente 0 composto  teste, comparar O sinal
fluorescente gerado na auséncia do composto teste com o
sinal fluorescente gerado na ©presengca de diferentes
concentragdes do composto teste, através do qual um nivel
decresecente de fluorescéncia que indica a habilidade do
composto teste desloca o derivado de indolinona.

13. Método, de acordo <com a reivindicacdo 12,
CARACTERIZADO pelo fato de que a proteina de quinase e o
derivado de indolinona s&o pré-misturados.

14. Método, de acordo com a reivindicacdo 12,
CARACTERIZADO pelo fato de que a proteina de quinase e o
composto teste sdo pré-misturados.

15. Método, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢bes de 12 a 14, CARACTERIZADO pelo fato de que a
proteina de quinase é um quinase da ABL.

16. Método, de acordo com a reivindicacido 15,

CARACTERIZADO pelo fato de que a quinase da ABL é mutante
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T315I da quinase da ABL.
17. Método de acordo com qualquer um das
reivindicacdes de 12 a 16, CARACTERIZADO pelo fato de que a

indolinona é um composto da férmula (II)

(n

em que Rl ¢é hidrogénio ou metilamino-sulfonil ou
benzil-sulfonil, R2 é hidrogénio ou metil, R3 é metil ou 4-
clorofenil ou 2,4-difluorofenil.

18. Método, de acordo <com a reivindicacdo 17,
CARACTERIZADO pelo fato de que a indolinona é selecionada do
grupo que consiste de:

acido 2,4-dimetil-5-[2-oxo-5-fenilmetanosulfonil-1,2-
dihidro-indol-(3Z)-ilidenometil]-1H-pirrol-3-carboxilico (2-
dietilamino-etil)-amida;

4-(4-clorofenil)-N-[2-(dietilamino)etil]-2-metil-5-
((Z)-5{ (metilamino)sulfonil]-2-o0xo0-1,2-dihidro-3H-indol-3-
ilideno}metil) -1 H-pirrol-3-carboxamida;

N-[2-(dietilamino)etil]~-4-(2,4-difluorofenil)-2-metil-
5= ((Z2)-{5-[(metilamino)sulfonil}-2-oxo-1,2~dihidro-3H-indol-
3-ilidenometil}-1H-pirrol-3-carboxamida;

4-(4-clorofenil)-N-[2-(dietilamino)etil]-2-metil-5-
[(Z)—(4—metil—2—oxo—1,2—dihidro—BH—indol—3—ilideno)metil]—

lH-pirrol-3-carboxamida.



19. Uso do composto de foérmula (I) ou um sal
farmaceuticamente aceitavel deste, como definido nas
reivindicacdes 1 ou 4, CARACTERIZADO pelo fato de ser usado
na fabricacdo de um medicamento para tratar uma doenga

mediada ABRIL T315I resistente ao inibidor de BCR-ABL.
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RESUMO

USO DE UM INIBIDOR DE QUINASE PARA O TRATAMENTO DE
TUMORES RESISTENTES PARTICULARES

A presente invengdo prové compostos de baixo peso
molecular, nomeadamente, tetrahidropirrol(3,4-c]pirazoles,
mostrando alta afinidade para uma sitio ATP da
tirosinoquinase ABL. Estes compostos sdo, por conseguinte,
inibidores de tirosinoquinase competitivos ATP que também
exibem uma poténcia inibidora significativa, e em
particular, para o inibidor resistente aos mutantes de BCR-
ABL da ABL T315I. Os compostos da invencdo encontram
aplicagdo no tratamento das doengas mediadas ABL inibidor
resistente BCR-ABL, tal como leucemia mielogenosa crénica
resistente a Imatinibe. Além disso, a invengdo prové um
método de rastreamento para a identificacdo de compostos
capazes de ligar o sitio ATP de uma proteina de quinase,

particularmente da quinase ABL do mutante T315I.
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